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1) 溶菌液の調整法                                       
PAO1 株を LB培地で振とう培養後、SONIFIER 250（BRANSON）で超音波 
破砕し、遠心上清（溶菌液）を回収した。 
2) A549 細胞に対する障害性の評価法 
96wellプレート内の細胞にCell Titer-Glo TMLuminescent Cell Viability Assay
（Promega）試薬を添加し、ATPをルシフェラーゼ反応で発光量として捉え評価
 した。発光量の測定には、Veritas Microplate Luminometer を使用した。 
3) 細胞障害分子の単離と同定法 
ゲル濾過クロマトグラフィーHiPrep 16/60 Seph acryl S-300 HR（GE Healthcare）
による分画と、陰イオン交換クロマトグラフィーRESOURCE Q 1 ml（GE 
Healthcare）を用いたステップワイズ法で行った。細胞障害分子の同定には、質
量分析装置 4800 plus MALDI_TOF/TOF analyzer と ProteinPilot TMソフトウェ
ア（AB Sciex）を使用した。 
4) 遺伝子変異 PAO1 株 
遺伝子変異 PAO1株 7種は、Washington大学Genome Scienceから入手した。 
5) リコンビナント蛋白の作製法 
大腸菌 BL21に pHAT10ベクターを形質転換し、ABPC加 LB培地で 600nmの
吸光度が 0.6になるまで培養後、1mM IPTGを加えさらに 5時間培養した。超音
波破砕後、8M尿素変性条件下で精製し、段階的透析法で蛋白のリフォールデ
ィングを行った。 
6) リコンビナント蛋白の A549 細胞への添加法 
細胞膜との直接融合やエンドサイトーシスによる取り込み効率を高めるため、リ















いて、ステップワイズ法で再分画した。各分画を 20 mM HEPES buffer で透析
 後、A549 細胞に対する障害性を調べたところ、0.05MNaCl溶出液で最も高い
値が得られた。 
4) また、溶出液に Proteinase K を添加すると、細胞障害性はその濃度依存性に
低下し、細胞障害分子は蛋白であった。そこで、0.05MNaCl 溶出液を 4-20％ 









PA0423 および PA0122 であることの確認は、質量分析で行った。 
7) PA0423 および PA0122 のアミノ酸組成を調べたところ、極めて親水性の高い蛋
白であることが確認された。細胞膜透過性が極めて低いことが予想されたた
め、A549 細胞への添加実験を行うにあたり、陽イオン性脂質(BioPORTER 




考察                                   
本研究の結果から、緑膿菌 PAO1 株の溶菌により放出された菌体蛋白
PA0423 が、肺上皮細胞に対し障害性を発揮することが初めて明らかにな
った。本分子は、緑膿菌 PAO1 株の PA0423 遺伝子産物であり、Nouwens
らが菌体外に放出される機能不明分子と報告している。その後、Marquart
らが、PA0423 と 99.5%の遺伝子相同性を持つ P.aeruginosa small protease 
(PASP)を別の緑膿菌 PA103 株から同定し、本分子が兎の角膜にびらんを 
 
引き起こすことを見い出した。本蛋白の分子量は、アミノ酸配列上の非修飾 




また、Marquart と同グループの Tang らは、本分子が緑膿菌株間で広く
保存されており、Ｉ型およびＩＶ型 collagenを分解することを報告している。さ




引き起こされている。加えて、本検討では collagen や gelatin などの細胞外
基質が存在しない条件下で、上皮細胞のみを標的に解析している。さら
に、Tang らが兎に角膜びらんを引き起こすために用いた蛋白濃度は 50μ
g/100μL であるのに対し、我々の検討では 1/10 未満の 4.8μg/100μL
で上皮細胞障害性を確認している。以上の事実から、今回明らかとなった
PA0423 の A549 細胞に対する障害性は、PASP のそれとは異なっていた。 
       現在、緑膿菌感染に対して種々の抗菌薬が用いられているが、治療に伴
う溶菌時にみられる副反応発現において、LPSによる細菌性ショックに加
え、本検討で見い出した肺上皮細胞に対する直接障害性が重要な役割を
担っていると想定される。したがって、PA0423を標的とした抗体や低分子
ペプチドなど阻害剤の開発が進めば、副反応を防ぐための新たな治療薬
となる可能性があり、期待が持たれる。 
 
結論 
緑膿菌体由来 PA0423 が肺上皮細胞に直接作用し、障害性を発揮する
ことが明らかになった。 
 
 
 
 
